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Summary 
The effects of cryopreservatio日 byvitrification on the viability and fertilization of in vitro matured 
porcine unfert出zedoocytes were 町 estigated.The vitrification solution was contained 45% (8.09 M) 
ethylene glycol and 0.5 M trehalose in phosphate-buffered saline included 10% egg yolk were used in 
this experiment. The oocytes were equilibrated in vitrification solution either in a one step group or in 
four steps group (25-50一75-100%). The viability and development were verified by blastomere division 
after in vitro fertilization. In th巴toxicityt巴st，the oocytes were equilibrated in the vitrification solution 
either in a one step group (for 2 or 10 min) or in four steps group (for 30 or 150 sec. at each step) and 
then transferred to 0.5 M trehalose without cooling. The oocytes were equilibrated for 10 min (in one 
s快pgroup) and 150 sec. at each step (jn four steps group)， were not obtained viabilities and 
developments. In the vitrification test， the oocytes were equilibrated in the vitrification solution either 
II a 0凹 stepgroup (for 2 min) or in four steps group (for 30 sec. at each step) ， loaded into 0.25 ml 
plastic straw， and plunged into liquid nitrogen. The viabilities were obtained after warming， only the 
one step group (3/64). The rate of viability is very low， but this study was proved that porcine 
oocytes would be survived after cryopr巴servationby vitrification. 
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緒 言
豚卵は低温感受性が高く，凍結保存が困難であること
が知られているが，すでに緩速冷却法を用いた匪の保存
では生存性が得られ，出産例1-3)も報告されている.し
かしこれらは限られたステージ，つまり拡張廃盤胞から
脱出匹盤胞までのステージであり，また再現性がなくさ
らなる研究を必要としている.最近，細胞質内の脂肪頼
粒を吸引除去した前核期卵において冷却後の生存例の報
告4)もあり ，より発生初期のステージの凍結保存が可能
となることは間違いない.そこで，本研究では簡単に大
量に得られる卵胞内卵子を培養し成熟させた未受精卵を
用い，比較的大きな細胞や生体内の各器官など多種の細
胞により構成されるものに適しており，かっ操作が簡便
であるガラス化法による凍結保存を行いその可能性を検
討した.
材料および方法
未受精卵の採取 屠殺された未経産雌豚より卵子を採取
し3TCにあたためて持ち帰った.直ちに18Gの注射針を
用い，直径 1-5mmの卵胞より吸引採取した.採取した
卵胞内卵子は PBSで3回洗浄し，成熟培養液(TCM199
335 
62 山形大学紀要(農学)第12巻第3号
十10%FCS+E2十hCG十PMSG)で 5%C02， 95%Airの気
相条件下で3TCで48-50時間培養した5)
ガラス化溶液基礎媒液として，PBS(一)に10%の濃度
で鶏卵黄を添加した溶液を用いた.鶏卵黄は，予め卵膜
を除いた状態で分離し56'C. 30分の条件下で熱処理を施
した1) 平衡液としては，上記の基礎媒液にエチレング
リコール45%， トレハロース 0.5Mを力日えたものをガラ
ス化溶液とした.またこれを基礎媒液で75%. 50% . 25% 
に希釈したものをそれぞれ用いた.
毒性試験 作成したガラス化溶液の毒性を調べるために
2分または10分間ガラス化溶液へ浸潰した.これは①
100%液に直接浸潰したもの (l-step)，②25%， 50%， 
75%.100%液に順次浸潰したもの (4-step)の2通り行っ
た. 0.5Mトレハロース PBS液でガラス化溶液を希釈
除去したのち， PBSで2回洗浄し，さらに受精培養液(成
熟培養液に 2mMカフェインを加え pH7.4に調整)で洗
浄した後に受精培養液に移し 1時間静置したのち，体外
受精を試みた.
ガラス化試験ガラス化試験は l-stepと4-stepで行
い，それぞれ合計2分間浸漬し，ストロー内に封入した.
液体窒素内に直接投入し，10分後ストローを取り出し融
解し (3TC)， 0.5Mトレハロース PBS液でガラス化溶
液を希釈除去したのち， PBSで2回洗浄，さらに受精
培養液で洗浄した.受精培養液に移し 1時間静置したの
ち，体外受精を試みた.
体外受精 濃厚部射出精液(ランドレース種)は，洗浄
後 2X 108ce1ls/mlに希釈し37'Cで， 4時間前培養した後，
受精最終濃度を 2X 106ce1ls/mlになるように 200，ulの受
精培養液に挿入し体外受精を行なった
媒精 6~7 時間後， 卵子は発生培養液で洗浄して発生
培養液に移した.さらに48時間後に，卵子を新しい発生
培養液に移し替えた.発生培養液は，ピルビン酸ナトリ
ウム 40mg/ml，乳酸カルシウム 3.7mg/ml，ジベカシン
100mg/ml， 10%FCSで修正し， pH7.8に調整した
TCM199を使用した.媒精後48時間目から12時間毎に観
察した.毒性試験，ガラス化試験ともに 2-c巴1以上に分
割したものを生存と判断した
統計処理統計処理は x2testで行った(P<0.05).
結果
毒性試験の結果を表1に示したよガラス化溶液に10分
間浸漬したものでは l-step区 4-step区ともに発生が
みられなかったが 2分間浸潰したものでは l-step区，
4-step区共に発生が認められた(それぞれ14.7%.
15.7%) . 
ガラス化試験の結果を表 2に示した l-step区，
4-step区，および対照区の発生率はそれぞれ4.7%，0.0%，
43.0%で l-step区において卵子64個中 3個性.7%)の生
存卵子を得ることができた. しかしそれら 3つの卵子の
うち， 4-ce1l期まで発生したものが2個， 8-ce1l期まで
発生したものが1個で，それ以降の発生はみられなかっ
た.
考 察
豚目玉における凍結融解はすでに何例も報告されている
が1-3.6) その生存率は他の晴乳類と比較しでも低い(マ
ウス7)ウサギ8) ウシ9.10) ヒツジ11)).この原因は第
一にリン脂質二重層を構成する脂肪酸組成の相転移およ
び側方相分離などによる生体膜の不可逆的な構造変化が
原因となって膜機能を喪失するため12，13) 第二に，豚
卵子の細胞質中に脂肪類粒が多量に存在し，これが細胞
質の他の部分と凍結速度が異なることが14.15)緩速法に
表1.未受精卵をガラス化溶液へ浸漬したときの生存率および発生率への影響
浸漬 生存卵子数 発生率(%)
処理区 卵子数
時間 (%) 4-cel 8-cell 桑実妊
対照区 46 14 (30.4) a 13(28.3)" 8 (17，6)" 1 (2， 2)a 
l-step区 2分 75 II (14.7) b 10(13.3)b 5( 6，7)" 1 (1. 3)" 
4-step区本 2分 89 14(15.7)b 10 (11. 2) b 6 ( 6.7) a 1 (l.l) a 
l-step区 10分 82 o( 0.0) o( 0.0) o ( 0.0) 0(0.0) 
4-step区神 10分 90 o( 0.0) o( 0.0) o ( 0.0) 0(0.0) 
* 25-50-75-100 %ガラス化液に順次30秒ずつ浸漬(合計2分)
料 25-50-75-100%ガラス化液に順次150秒ずつ浸漬(合計10分)
a.b異符号聞に有意差あ乃 (P<0.05)
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表2.未受精卵をガラス化したときの生存率および発生率への影響
処理区 卵子数
生存卵子数 発生率(%)
(%) 4-cell 8-cell 桑実脹
対照区 93 40(43.0)a 35 (37.6)" 20 (21. 5) a 3 (3. 2) 
l-step区 64 3 ( 4.7) b 2( 3.1)b 1( 1.6)b 0(0.0) 
4-step区* 52 O( 0.0) o ( 0.0) O( 0.0) 0(0.0) 
* 25-50-75-100 %ガラス化液に順次30秒ずつ浸i責(合計2分)
a，b異符号聞に有意差あり (P<0.05)
よる凍結保存において大きな障害となるため，第三に，
低温に感作されることによるチュープリンの脱重合によ
る細胞骨格の崩壊現象が引き起こされるため16)など考
えられており，これらの解決が必要で、ある.
さて未受精卵を凍結保存するにあたって，以上のよう
な問題点に加え他のステージの割球に比べ割球が少ない
ことや， ~f盤胞以前の妊は細胞質中に著しく多量の脂肪
頼粒を持つこと 17) 凍結融解操作による透明帝の変化
16.18)が問題となる.
そこで一般におこなわれる緩速法に比べ，比較的大き
な細胞や生体内の各器官など多種の細胞により構成され
るものの凍結保存に適しているガラス化法による凍結保
存を試み，融解後に体外受精を施しその発生率をもとに
比較検討した.
毒性試験において，ガラス化溶液に10分間浸漬したも
のは全く生存性を示さなかったが 2分間の浸漬では卵
子の分割がみられたことから，このガラス化溶液は浸漬
時聞が長ければ長いほど毒性を増すことが示唆された.
同様のことは， Kasaiらの用いている溶液でも起こり ，
この場合30秒以内の浸漬で、目玉は死滅する 19) ガラス化
試験においては l-step区にのみ，生存性が認められ
た(4.7%)がその後の発生は進んだものでも 8-cell期が
最高であった.また Yoshinoらの報告別)と同様に，毒
性試験の結果と比較してガラス化後の生存率は低くなっ
た.
この結果より，ガラス化法を用いても低温感受性を完
全に防ぐことはできなかったが，未受精卵の凍結保存お
よび融解後の体外受精が可能であることが示唆された.
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